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zE Aly/REF 的 基因 克隆 、 序 列 分 析 及 其 细胞 定位 
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摘要 : RNA 和 输出 因子 结合 蛋白 (RNA and export factor binding proteins, REF/Aly) Z5; RNA 的 稳定 、 加 工 和 输出 。 
本 研究 参照 已 公开 的 家 看 Bombyx mori aly 序列 (GenBank 登录 号 : DQ497195. 1) , 通过 RT-PCR K T XA aly/ref 
基因 (Bmaly/ref)。 测 序 结果 显示 , 该 基因 的 开放 读 码 框 为 765 bp, 编码 254 TARIE, BmAly/REF WAR 
晶 Drosophila melanogaster、 小 鼠 Mus musculus 的 同 源 体 的 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 49.7% $1 52.796 。 结 构 预 测 结 
果 显 示 ,，BmAly/REF 具有 REF 家 族 的 与 RNA 结合 的 结构 域 RRM, NI C 端 分 别 具 有 REF-N 和 REF-C 基 序 。 进 
化 分 析 结 果 显 示 , 昆虫 的 ALY/REF R Jj —2$, BmAly/REF 与 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum、 意 大 利 蜜蜂 Apis 
mellifera 的 Aly/ REF 较为 接近 。 将 Bmaly/ref 基因 克隆 进 pGS21a( + ) 载 体 进行 原核 表达 , 重组 蛋白 免疫 小 女 ， 获 
f$ BUD; BmAly/REF 多 抗 。 人 免疫 痰 光 实 验 结果 显示 ,BmAly/RETF 在 细胞 质 和 细胞 核 中 均 有 分 布 , 但 主要 分 布 在 细 
胞 核 中 。 芯 片 数 据 分 析 显 示 Bmaly/ref 基因 在 家 看 幼虫 5 龄 第 3 天 各 组 织 中 均 有 和 较 高 水 平 的 表达 。 人 研究 结果 显示 
BmAly/REF 可 能 在 RNA 的 核 输 出 方面 发 挥 作用 , 为 进一步 探讨 BmAly/REF 的 功能 奠定 了 基础 。 
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Cloning, sequence analysis and cellular localization of Aly/REF from the 


silkworm, Bombyx mori 

ZHONG Jin-Feng" , CAO Guang-Li^, XUE Ren-Yu, GONG Cheng-Liang " ( Medical College of Soochow 
University, Suzhou, Jiangsu 215123, China) 

Abstract: RNA and export factor binding proteins ( Aly/REF) play important roles in RNA stability, 
processing and nuclear export. Referring to the sequence of Bombyx mori aly gene ( GenBank accession 
no. DQ497195. 1) , the aly/ref gene ( Bmaly/ref) from the silkworm, B. mori, was cloned via RT-PCR. 
The sequencing result showed that the open reading frame ( ORF) of Bmaly/ref is 765 bp in length, 
encoding 254 amino acid residues, and the amino acid sequence of BmAlIy/REF showed 49. 796 and 
52.7% identities with the homologs of Drosophila melanogaster and Mus musculus, respectively. The 
structure prediction displayed that BmAIy/REF contains RNA binding domain ( RRM), REF-N and 
REF-C motif of REF subfamily. Phylogenetic analysis showed that the insect Aly/REF proteins clustered 
to a group and the BmAlIy/REF was close to Aly/REF proteins of Apis mellifera and Tribolium castaneum. 
The BmAly gene was inserted into expression vector pGS21a ( + ) , and then the recombinant protein was 
expressed in Escherichia coli and used to immunize mice to prepare the antibody against BmAIy/REF. 
Immuno:-fluorescence examination showed that BmAly/REF was distributed in both cytoplasm and nucleus 
of the cell, but mainly located in the nucleus. Microarray data analysis showed that Bmaly/ref gene was 
highly expressed in tissues of the day-3 5th instar larvae of the silkworm. The results suggest that BmAly/ 
REF is likely to play important roles in RNA nuclear export, which lays a good foundation to further 
investigate the function of BmAly/ REF. 
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在 真 核 生物 中 , 细胞 内 部 分 割 成 细胞 核 和 细胞 
质 2 个 区 域 , 同时 也 将 许多 生物 大 分 子 隔 离开 来 ， 
从 而 保证 细胞 可 以 更 加 有 序 地 完成 许多 生理 过 程 ， 
并 限制 了 生物 大 分 子 如 有 蛋 蝗 质 、RNA 等 在 细胞 核 和 
细胞 质 间 的 目 由 通行 。 这 些 大 分 子 的 运转 必须 由 精 
妙 的 特定 载体 来 协助 完成 。 研 究 并 理解 生物 大 分 子 
运输 的 基本 机 制 ， 有 利于 我 们 对 基因 调 市 的 认识 ， 
也 对 我 们 深入 认识 其 他 生物 学 问题 如 发 育 调控 、 基 
表达 等 有 重要 帮助 。 

真 核 生 物 中 , 核 腊 将 细胞 核 和 细胞 质 分 离开 
来 , 物质 能 穿 过 核 孔 在 细胞 质 和 细胞 核 间 穿梭 运 
输 。 许 多 重 日 、RNAs、 核 糖 核 重 日 等 货物 在 通过 核 
孔 复 合体 (nuclear pore complexes, NPCs) 前 ， 必 须 
与 特定 的 核 - 质 转运 受 体 结合 , 它们 能 解读 货物 上 
的 靶 信 号 , 即 核 定位 信号 (nuclear localization signal, 
NLS) 或 核 输出 信号 ( nuclear export signal, NES), 
大 多 数 核 - 质 转运 受 体 属于 importin/ karyopherin-B 
转运 因子 家 族 , 它们 在 核 - 质 转运 过 程 中 需要 小 的 
En —mtNEES( GTPase) Ran 的 直接 协助 (Kohler 
and Hurt, 2007; Terry and Wente, 2007) 。 大 多 数 
RNA, 包括 tRNA, rRNA, U snRNA 和 microRNA, 
也 都 依赖 于 importin/karyopherin-B 家 族 转运 受 体 在 
核 - 质 间 运 输 。 而 唯一 例外 地 ，mRNA 的 核 转 运 穿 
梭 受 体 不 属于 importin/karyopherin-B 家 族 ， 而 是 一 
个 异 质 二 聚 体 , 在 后 生动 物 中 称 为 Tap-pl5, ， 而 在 
酵母 中 称 为 Mex67-Mtr2 (Segref et al., 1997 ; Santos- 
Rosa et al., 1998; Kang and Cullen, ，1999 ) 。 

Tap 本 和 对 并 不 能 与 RNA 强烈 结合 , 而 是 与 核糖 
核 重 日 的 其 他 组 分 结合 , 这 些 重 日 往往 被 称 为 适 配 
子 。RNA 和 输出 因子 结合 蛋 昌 (RNA and export 
factor binding proteins, REF/Aly) (在 酵母 中 的 同 源 
序列 为 Yralp) 高 度 保 守 , 在 结构 上 属 REF 家 族 的 
成 员 ， 具 有 RNA 识别 结构 域 (RNA recognition 
motif, RRM) ,能 与 RNA 结合 , 同时 它 能 与 Tap 的 
N- 和 LRR- 结 构 域 结合 , 起 着 连接 RNA 和 Tap 的 作 
用 (StriBer and Hurt, 2000; Zhou et al., 2000)。Aly 
是 转录 输出 (transcription-export，TREX ) 复合 物 的 
组 分 , 与 转录 子 的 延长 和 mRNA 的 核 输 出 有 关 
(Jimeno et al., 2002; StriBser et al., 2002) 。 

研究 表明 , 在 酵母 中 , 提高 Yralp 浓度 可 以 增 
强 mRNA 的 输出 , 而 抑制 Yralp 的 功能 则 导致 核 内 
poly(A) + RNAs 的 积累 , 即 特异 性 阻 断 mRNA 的 
运输 , 证 明 Yralp 与 mRNA 的 输出 相关 (StraipBer 
and Hurt, 2000) 。 而 哺乳 动物 的 Aly 不 但 结构 上 与 





Yralp 非常 相似 ， 而 且 还 能 营救 yralp 突变 体 
( Rodrigues et al., 2001), JEY /IRIE Xenopus laevis 
Bp iit SES US is Aly 是 mRNA Ji 27589 h E] Bb ri 
F ( Luo et al., 2001; Rodrigues et al., 2001), 
Yralp/Aly 介 导 的 mRNA 输出 机 制 从 酵母 到 人 类 都 
是 保守 的 。 然 而 , 在 后 生动 物 中 ，Aly 和 它 的 同系 
物 对 mRNA 的 核 输出 并 不 是 必 不 可 少 的 (Catfield et 
al., 2001; Herold et al., 2001; Gatfield and 
Izaurralde, 2002) , Rehwinke 等 (2004 ) Æ 58 ffi R ng 
Drosophila melanogaster 细胞 中 对 TREX 结合 mRNA 
HITMAN EM, TREX 复合 物 只 是 对 那些 天 然 缺 
乏 内 合子 的 热 激 mRNA 是 必需 的 ,其 中 Aly 和 
Thoc5 分 别 起 着 适 配 子 和 共 适 配子 的 作用 ,表明 
mRNA 的 输出 机 制 在 高 等 真 核 生物 中 存在 很 大 差 
Fo AK, 在 高 等 真 核 生物 中 可 能 存在 其 他 未 知 的 
EMT, A IRE Z AR- AR E A (serine and 
arginine-rich, SR) Æ Bw Æ Tap 的 适 配 子 ( Stewart ， 
2010) 。 在 后 生动 物 中 ，TREX 加 载 到 mRNA 具有 
区 接 依赖 性 的 , 还 与 mRNA [6] 3' 问 延伸 有 关 。 有 证 
据 显 示 哺 乳 动物 的 TREX 组 分 定位 在 剪接 因子 富 集 
区 域 , 并 且 能 与 剪接 体 共 纯 化 到 (Masuda et al., 
2005; Cheng et al., 2006) ,在 哺乳 动物 中 Aly 的 共 
转录 加 载 是 通过 与 共 转 录 因 子 的 相互 作用 而 完成 的 
(Yoh et al., 2007) , 

ZK Bombyx mori JE 38 H Eb RRP, 但 
至 今 未 见 有 关 RNA 在 胞 质 和 核 之 间 传 输 方面 的 研 
究 报 道 。 为 了 理解 mRNA 的 输出 机 制 在 不 同 进化 
程度 生物 中 的 差异 , 探讨 Aly/REF 的 分 子 进化 , 我 
MEEA RNA 和 输出 因子 结合 乍 日 (BmAly/ 
REF) 基因 (GenBank 登录 号 为 HQ005513.1) 的 基础 
E, 预测 了 BmAly/REF 的 结构 , 构建 了 分 子 进化 
树 , 并 进行 了 BmAly/REF 的 亚 细 胞 定位 研究 , 有 关 
结 采 为 进一步 研究 家 看 中 RNA BE «EI 
基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

家 和 蛋品 种 为 大 造 ,家 和 在 培养 细胞 为 BmN ,由 本 
实验 室 保 存 。 

克隆 载体 pUCm-T 购 自 上 海 生 工 生物 工程 技术 
有 限 公 司 。 表 达 载 体 pGS21a( €). fü XE 
Escherichia coli TG1、BLI21 由 本 实验 室 保 存 。 

实验 所 用 的 限制 性 内 切 酶 Xho I~ BamH. 工 和 
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配套 的 缓冲 液 为 Fermentas 公司 产品 ; DNA 聚合 酶 、 
PCR 配套 缓冲 液 及 M-MLV 反 转 录 酶 购 目 宝生 物 有 
限 公 司 ( 大 连 ); RNase A, T4 DNA Ligase, DEPC, 
Mg^* , dNTP, oligo(dT) , RNase 抑制 剂 以 及 经 典 总 
RNA 抽 提 试剂 盒 购 自 上 海 生 工 生物 工程 技术 有 限 
公司 ; DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒 为 BioFlux 公司 产品 ; 
HRP PREDEN IgG 为 Qiangen 公司 产品 ; FITC 标 
IU EUER IgG 为 联 科 生物 公司 产品 。 
1.2 ”基因 克隆 

参照 已 登录 的 Bmaly/ref 基因 序列 ( GenBank 登 
w: DQ497195. 1) 设计 特异 性 引物 aly-1 (5"- 
acgegatccatggttgatcaaattgaaatg-3', F Xi Z& zx BamH I 
位 点 ) 和 aly-2 (5'-gegcetegagtcacttgatttetttcacat-3', F 
划 线 示 Xho I f ki). TEM UTI S ZAR IE PRI 
总 RNA， 利 用 oligo(dT) 反 转录 成 cDNA。 以 该 
cDNA 为 模版 进行 PCR 3738, PCR 产物 回收 后 , 与 
pUCm-T 载体 连接 , 转化 五 coli TG1 后 , 挑 取 日 色 
落落 、 快 抽 质 粒 , 进行 酶 切 鉴定 , 鉴定 正确 的 重组 
质粒 (pUCm-BmAly ) 进行 测序 (上 海 生 工 生 物 工 程 
技术 有 限 公 司 ) 。 
1.3 Bmaly/ref 序列 分 析 

Bmaly/ref 基因 内 含 子 和 外 显 子 分 析 采 用 NCBI 
splign (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/sutils/splign/ 
splign. egi) 进行 ,其 蛋 日 保守 结构 域 用 NCBI. CD 
Search ( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/Structure/ 
cdd/wrpsb. cgi) 4; fr, Hj Swiss-model Æ ZE T. H. 
( http://swissmodel. expasy. org) 预测 三 级 结构 ; 从 
GenBank 下 载 Aly/REF 的 蛋白 序列 ， Hj Cluster W 
进行 比 对 分 析 , 将 Aly/REF 结构 域 区 域 的 氨基 酸 序 
列 串联 后 , 用 Mega4. 0 软件 中 的 邻接 法 (Neighbor- 
joining method) 构建 基于 Aly/REF 氨基 酸 序列 的 分 
子 进化 树 。 
1.4 RÆ BmAly/REF 原核 表达 质粒 的 构建 及 诱 
导 表 达 

鉴定 正确 的 pUCm-BmAly 质粒 经 BamH I 和 
Xho 工 双 酶 切 后 , PEKRE, 并 与 pGS21a( +) 
表达 载体 连接 , 转化 感受 态 大 肠 杆菌 TG1。 挑 斑 提 
取 质 粒 后 , 经 BamH I 和 Xho 工 双 酶 切 鉴定 。 鉴 定 
正确 的 重组 质粒 (pCGS21a-BmAly ) 转 化 E. coli BL21 
菌株 。 将 含 pGS21a-BmAly 的 工程 苦于 377 的 播 床 
上 培养 至 0Dw 达 到 0.4 ~0.6 后 , 加 IPTG( 终 浓度 
为 0.03 mmol/L) 6 h, 
1.5 SDS-PAGE 和 Western blotting 

取 1.5 mL 诱导 培养 菌 液 , 12 000 r/min 离心 收 


AE WR, 用 50 uL PBS 悬浮 , 再 加 2 xSDS 上 样 缓冲 
W, 起 沸 5 min 后 , 进行 SDS-PAGE 检测 。 浓 缩 胶 、 
分 离 胶 的 浓度 分 别 为 5% 和 10%。 半 干 转 移 法 将 凝 
胶 中 的 蛋白 转移 至 PVDF 膜 然后 进行 Western 
blotting 分 析 。 一 抗 为 鼠 抗 His 抗体 ,二 抗 为 HRP 
bri -E 3L IgG. 
1.6 Min His-BmAly/ REF 抗体 的 制备 

从 SDS-PAGE 胶 上 回收 目的 条 市 ,一 免 采 用 弗 
氏 完 全 优 剂 乳化 的 抗原 , 背部 皮 内 多 扣 注 射 法 免疫 
EHAEO hg/ 只 )，14 d 后 用 弗 氏 不 完全 佐 剂 
乳化 抗原 , 皮下 多 点 注射 对 小 鼠 进行 二 免 (100 pg/ 
H), 三 免 、 四 免 均 相隔 1 周 进行 , 方法 与 二 免 相 
IH]. 98 4 次 免疫 3 d 后 眼球 采血 ,并 分 离 血清 。 分 
离 所 获 血 清 用 Western blotting 检测 其 特异 性 。 
1.7 BmAIy/REF 的 细胞 定位 

家 看 培养 细胞 ( BmN ) 固定 封闭 后 , 依次 与 鼠 抗 
BmAly/REF( 1: 100 稀释 ) FITC 标记 羊 抗 胃 IgG 
(1:250 稀 释 ) 反 应 , 最 后 用 DAPI 梁 核 。 封 片 后 , 在 
Nikon TE2000U 灾 光 倒置 显 微 锐 下 观察 。 
1.8 RE Bmaly/ref 基因 芯片 表达 分 析 

在 silkworm genome database ( http://www. 
silkdb. org/microarray/) 中 将 Bmaly/ref 序列 与 
Silkworm microarray probe 数据 库 进行 Blast, 获取 探 
针 序 列 号 sw08698 ,以 此 探 针 获取 Bmaly/ref ERE 
第 5 龄 第 3 天 各 个 组 织 的 表达 信息 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 Bmaly/ref 序列 分 析 

以 家 看 生 殖 腺 cDNA 为 模版 ,以 aly-1/aly-2 为 
引物 , PCR 扩 增 后 , STEHEN FR UK n] Wy S 0. 75 
kb 的 特异 性 产物 。 回 收 PCR 产物 , 克隆 进 pUCm-T 
载体 , 对 酶 切 鉴定 正确 的 重组 质粒 pUCm-BmAly 进 
行 序列 测 定 。 结 果 显 示 所 克隆 的 片段 大 小 为 765 bp 
(GenBank 登录 号 : HQ005513.1) , 具有 完整 的 开放 
读 码 框 ， 编码 254 个 氨基 酸 。BlastN 检测 结果 显 
示 , 该 序列 与 GenBank 已 登录 的 序列 (DQ497195. 1) 
的 一 致 性 达 99% 。 在 氨基 酸 水 平 ， BmAly/RET 与 
有 果 蝇 的 同 源 序列 的 一 致 性 为 49.7%，, 5j /]N Mus 
musculus 的 同 源 序 列 的 一 致 性 为 $S2.7% , 

用 Bmaly/ref 基因 的 cDNA 序列 搜寻 家 看 基因 
组 数据 , 结 末 显示 Bmaly/ref 位 于 基因 组 的 
AADK01006950 片段 , 由 4 个 外 显 子 、3 个 内 含 子 
组 成 。 

结构 域 搜寻 发 现 , 在 Bmaly/ref 基因 推导 的 所 
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基 酸 序列 (101 ~ 174) 中 存在 RRM 保守 结构 域 
(CDD 编号 : cd00590) 。 该 结构 域 又 称 RNA 结合 结 
构 域 (RNA binding domain, RBD) 或 核糖 核 重 日 结 
构 域 (ribonucleoprotein domain, RNP) ， 该 结构 域 参 
Ej mRNA, rRNA 的 加 工 、RNA 的 输出 以 及 RNA 的 
稳定 性 。 用 Swiss-model 在 线 工具 预测 三 级 结构 ， 
结 采 显 示 , Æ RRM 区 域 存在 包装 进 2 个 a 螺旋 的 4 
股 链 B 折合 结构 (图 1), 与 典型 的 RRM 的 三 级 结 
构 相 似 ( Pérez-Alvarado et al., 2003) , 

FN 





图 1 预测 的 家 看 RNA 和 输出 因子 结合 蛋白 
( BmAly/ REF) 的 三 级 结构 
Fig. 1 Predicted tertiary structure of RNA and export 
factor binding proteins from Bombyx mori ( BmAly/REF) 
模型 的 残 基 范 围 The residue range of model; 101 - 177; 模板 
Template; lno8A (99.9 Å); 序列 一 致 性 Sequence identity (% ) : 
85.714; E {Ñ E value; 2. 11e-30. 


2.2. Aly/REF 多 重 比 对 和 进化 分 析 

多 重 比 对 结果 显示 , 在 包括 人 类 、 昆 虫 、 植 物 、 
线虫 、 醇 母 等 各 物种 间 Aly/REF 具有 相当 高 的 相似 
性 (图 2), 含有 RNA 结合 结构 域 (RBD) ， 除 此 之 
外 , N 端 和 5C 端 分 别 具 有 REF-N 和 REF-C 3& JF. 
为 了 更 深 地 理解 BmAIy/REF 与 其 他 物种 Aly/REF 
的 进化 关系 , 将 Aly/REF EAR N 基 序 、RBD 结构 
域 、C 基 序 的 氮 基 酸 序列 串联 后 , 构建 分 子 进化 树 。 
结果 如 图 3 所 示 。Aly/REF 分 别 按 酵 母 、 线 虫 、 植 
物 、 哺 乳 劲 物 、 昆 虫 聚 类 。 在 昆虫 中 ，AlyY/RFEF 可 
4g — P OMEÉÉB, Ria (RJR RI Drosophila 
melanogaster , TE Pe E, RIY Drosophila yakuba ) 5j l| E 
W& Glossina morsitans 构成 一 亚 组 , Z&& Bombyx mori 
和 意大利 蜜蜂 Apis mellifera, WT (IR A Bt hy. Aedes 
aegypti, i EF Fk lx Anopheles darlingi, 9X £s JF Sx 
Culex quinquefasciatus ) 4 zs W 43 X& Tribolium 
castaneum T 73 — W.H. SRCBRCRILBSCT- ER ZA TEE E 15 
上 同属 于 双 翅 目 , 但 其 Aly/REF 却 不 在 同一 分 支 。 


有 意思 的 是 裂 体 血吸虫 Schistosoma mansoni 与 哺乳 
动物 在 分 类 上 相距 较 远 , 但 其 Aly/REF 与 哺乳 类 至 
为 一 类 。 

2.3 BmALY/REF 原核 表达 及 其 抗体 制备 

pUCm-BmAly 质粒 BamH [/Xho I Vja, E 
收 目的 片段 , 与 pGS21a( + ) 载 体 连接 构建 重组 表 
达 载 体 pGS21a-BmAly, 该 载体 经 过 酶 鉴定 后 , 转化 
E. coli BL21 菌株 , 用 IPTC 诱导 表达 。 

SDS-PAGE 分 析 结 果 显 示 , 在 转化 pGS21a- 
BmAly 菌 的 总 蛋白 中 , 可 检测 到 一 条 分 子 量 约 56 
kD 的 特异 性 条 带 , 与 理论 相符 (图 4: A)。 回 收 该 
AE EAR, 免疫 小 鼠 , 制备 多 抗 。Western blotting 
结果 显示 制备 的 抗体 能 与 重组 蛋白 发 生 特 异性 反 
Dy, 表明 制备 的 抗体 具有 特异 性 (图 4: B), 

2.4 BmAIy/REF 的 细胞 定位 

家 看 培养 细胞 (BmN ) 依次 与 鼠 抗 BmAly/REF、 
FITC 标记 手 抗 鼠 IgG 反应 后 , 在 严 光 倒置 显微镜 下 
观察 , 结果 显示 BmAly/REF 在 细胞 质 和 细胞 核 中 
均 有 分 布 , 但 主要 分 布 在 细胞 核 中 (图 5)。 

2.5 Bmaly/ref 的 组 织 表 达 谱 

基因 沪 片 数据 分 析 结 果 显 示 ，Bmaly/ref 在 家 
看 5 龄 第 3 天 的 各 个 组 织 中 均 有 表达 , 而且 表达 水 
平 非 常 高 (图 6)。 


3 讨论 


本 人 研究 通过 反 转 录 PCR 克隆 了 Bmaly/ref 基 
因 。 和 蛋白 结构 分 析 显 示 , 该 基因 编码 的 氨基 酸 序 列 
中 具有 RRM 结构 域 和 REF N, C 基 序 , 在 其 RRM 
区 域 可 形成 包 洲 进 2 o 螺旋 的 4 股 链 p rw 
Tj, 与 典型 的 RRM 的 三 级 结构 相似 ( Pérez-Alvarado 
et al., 2003) 。 已 有 的 研究 结果 显示 , 具有 RRM 结 
构 域 的 REF 家族 重 日 可 以 与 RNA 结合 , 与 RNA 的 
核 输出 有 关 ( Stutz et al., 2000; Zhou et al., 2000) , 
因此 可 以 推测 BmAly/REF 也 具有 同样 的 功能 。 
mRNA 的 输出 机 制 在 高 等 真 核 生物 中 存在 很 大 差 
异 , 在 果 蝇 中 ，TREX 对 缺乏 内 含 子 的 热 激 诱导 
mRNA 的 核 输出 是 必需 的 , 其 Aly 在 TREX 中 仅 起 
适 配 子 的 作用 (Rehwinkel et al., 2004) 。 多 重 比 对 
分 析 结 采 显 示 ， BmAly/RETF 与 黑 腹 有 果 蝇 的 Aly 具有 
49.796 一 致 性 , 但 BmAly/REF 与 意大利 蜜蜂 、 埃 及 
Bic, ARIKA, SIUS PEIBURIZRTAAS VE BJ Aly 更 为 
相似 , 因此 BmAIy/REE 在 RNA 核 输出 的 作用 是 否 
与 采 蝇 的 Aly 相似 仍 需 进一步 研究 。 
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REF N motif 


















































BmALY | (1l) — NKKTRIGG GAGRK ——- FDANKR TGRGGGAGFRS NRSGGVQRGRN RÉ— 
AaREF (Q) 一 SQKSQRGGG-RGGLNKSGGPPRGNVNRS.——RNG -GGBGFRQNR—-GGPMGGGVLKGRN 区 -一 
CqREF (1) | SSKPQRGAGGRGGVNKNGAGPRTGGGR © GGPPRNGSG GBGFRQNLNRSCG cGGGVLKGRQ R-—— 
AdREF (一 一 一 一 一 SQKSS RPRG -PGGR —- GGPSRPAAGRR 一 -PGGAG T@GFRSSQRNGSG BGGGGVLKGRN R—— 
AtREF2 (1) ! | GOACPAR GTGSGS @PGPTRRNNPN Rk— 
AtRFE1 — (1) 38/ GPAR GTGSGS PGPTRRNNPN RK-- 
RcREF (1) BSGNSRGRGRSS BPGPTRREN -NRG— 
OsREF (1) GRGR —- RGSAAGGG G@GGGGV GGGGGG BVGPTRRPF -KRS-- 
HmREF (1) -MVADK I SRGR BAGSGR GGTSRR BGAGGPTRNTRG @— 





CeAlyl (1) MARAIA I 
CeAly2 (1) MVKATA I 


IKRAS V 
K—VVKKPIKKS / 


GVKKRFSTGTA BPSRRPTAQPR 
3IRKRGNASNV BTPRRQSGGTS 
GmREF (1) MVKATA E K--VVKKPIKKS AGGIRKRGNASNV BTPRRQSGGTS 
SpREF i ih R RRG: QN ISKKSRLTYKFKRASKEHNS 
Hs ALY GRRGRGRAGSRAGRR _ GAQAAARVNRG E 














A 


1 

















MmREF1 -I GGGRGRGRAGSQGGR GØAVQAAARVNRG BGPMRNRPATA RAA 
ImREF1 -II 
MmREF2 MADKMDMSLDDITKLN ges: cPRRNRPAIA RG 
ScYralp | i ls NRAR VGTRGNGPRRVGKQVGSQRRSLP. NR—— 
SmREF M LlliSQBIGSR ------------ GKGLGWSRAGHQGRH. GBAMQAPVWGNRR SRSLKNRPTMSG BSA 
DmALY — (0) IE STRSQKKPQ AARGGPGGARKTGGQQRFA GOAR GGANAGGSPRKPGSVLKGP GV 
DyALY (1) IE STRSQKKPQ AARGGPGGARKPGGQQRTA SNARRGGASAGGSPRKPGS ALKGP GV 
AmALY (1) - GTGRR ——— GRGA GNSPRRG— ARRTQRVGGVMRGRN R@—- 
TcREF — (1) RGGRG 一 一 GTRG GBAPRRG———- TFRRAGGVQRGRG NB— 





T —-—————— 
BNDFG —-ER--KLPRNSG —-TITTG PEKEL DSDIK 
YEGAR — KNRLLAAA GLGG —- GVGGG ——- LGSS ESDEN 



























BmALY (59) —-GITKSTN -Ms-RGDVN 
AaREF — (68) --GGIQRTTKES-RGDVN 


CqREF — (76) --GGIQRS-K GDV YEGAR — KSRLLAAA GLGG —- GLGGGGPGGLGS | ES 

AdREF (61) --GGITRA-REG-RGDVN X YEGARGKSSRLLTTA GIAT---GGLGG -一 一 GI ET 
AtREF2 (47) -——-STESAPIQSAKAPE BURS————— EDHRS ———- GRSSAGIETG D 
AtRFE1 — (47) ——-STRSAPIQSAKAPE EIDRS 一 一 一 一 EDHRS === GRSS AGIETG I 

RcREF (44) -——-TNBAAP Q ITDQG —————— GMGMFQGQGGGGSRASGTETG I 

OsREF — (61)  ———-GNRAGP EQPPKAPE A IMDVA———————- AGGGGG — SGGGGRVSATETG I 


























| 

| 

] 

] 

HmREF — (54) “一 一- RERTIPIRRPK SEPERDEIBMEDGSS 一 一 一 一 SRERSN- 一 一 IGSSDGLVTG 和 Qi | 
CeAlyl — (54) SGG IRTVDRS IPA NENR VRINL R 
CeAly2 (59) “一 一 一 一 一 GGRMGNTV RRSAGBSSN ———————-- DN- 一 一 一 一 一 -一 KQVRINI SSDLQ 
GmREF (59) GGRMGNTVRRS AGGSSN KQVRINI SSDLQ 
SpREF — (53) PPOBBEDQEQDAHPRTTHLQKRQHS. 一 一 一 一 一 一 ENRFG VRIMENBHY QMLEKBYLS 
HsALY — (43) GGGGRN ! vETGG Mi Q 
MmREFI-I — (67) GGG -RN VETGG KB Q 
ImREFI-II — (0) MA LDDIT MB à 
MmREF2 — (39) F ENDE: -————-—- GG6F6 一 一 一 一 -一 vETG ARE ] 
ScYralp (51) -—— RGPIRKNTR APPNAVARVAKLLDTT R Vv VEGBPRDIKQD AVRĒF 


SmREF (63) GGG -RKRpAPMsrP 10 BSNNGQ — n6llis— ——— —— MEMG G COYSDADIQ 








DmALY — (71) A -AGAVQKAKEP-RGDVNBAWKBBMYDGPK —————— RGAVG GGSG RETVGNED YGVSNTDIR 
DyALY — (71) A -GGAVQKAKEP-RGDVNBAWKBBMYDGPK —————— RGAVG————- GGSG GNEDYOVSNTDIK 
AmALY (57) —-GITRNSLPfT-RGDVNBAWKBBMEDGY —— —- KKV GRSA —- IGSAG psDI 








TcREF (54) --GITRQYT——-- RGDYN LEBGYG —- PRKVAAARAVV QSNVG MW AVSDSDIQ 


BmALY (12) $8 SS VEERKADAVKAM ATBEENTLRPEARNRIGGASVGGTI 
AaREF (136) SAS RA ATSE IPAP RAPRVLP 一 
CqREF (147) SAS ADA) ATBEIPVPRAPRLGGSSDRSSGLAP 
AdREF (129) SAS KSDAI ILATSEIPSARPPRPVMSSAPP ———- A 
AtREF2 (109) RY VYSRRGDAL EIVGT NEQT— AAAPSGRPANGNSN — 
AtRFE] (109 B RYT RGDAL K ZIVGT NEQT — AAAPSGRPANGNSNGA 
RcREF (112) $8 RYSI VT DAI NN 3IVGT NIATP - AATPAANGNFGNSNGA 
OsREF (127 § KYVI GDRVABVISKNNIIOEDSKBMKBETLGT NTPTA -AAALPANNGGYVRNVA 
HmREF (117 S KVRINYDE "FERKPDAI ASFEKPFTSPGRRGSGFRG 一 
CeAlyl (93) NIAN RVKFPEAPRRAPSNG — 
CeAly2 (101)  GABN—BHKVS WNENENBGA | YBRDRLIQI KVIHEAVIEBSNFAR KPETRGTPNRRQSSG 一 
GmREF (101) GA N--BHKVS VNENEN @cA ITLK-K LIQKE | SAVIE BSNEAR RPEIRGTPNRRQSSG 一 


SpREF (106) E NBI V IMNYDRA SC SQ JST NEKGSET JPPSLFD RISDMPHSAR ——————— 
HsALY (103) KAA ADALKAY fvr QEDAQRRPAQSYNRGGMTRN = 
MmREF1-I (126) KAA KA | VTSQIDTQRRPAQSINRGGMTRN 一 
ImREFI-II — (34) i ADAL VTSQIDTQRRPAQSINRGGMTRN — 
MmREF2 (96) AD EERRA DALKAMKQY K 'ABQIDPQRRPAQSGNRGGMTRS 一 


ScYralp (99)  MSQVGG VQRVLL ( NITEK VERE RNL L/DPNQ RPVKSLADRIKAMPQ 一 
SmREF (122) SE TR IWHBLQKA i (SBQTDSQGKPAQRINRGAMRRN 一 
DmALY (130) N DEGP- RKA IFERRA | AVBDVAVL PRPVAATDVKRRVGGTA 


AVSDVAVL PRPVAATDVKRRVGGAA 
BmALY (121) ATBETINTL RPEARNR IGGASVGGTI 
AmALY (117 § S BERRADAT VATBEEIPVTSIRGGPRLTSSSN —-Y 
TcREF (116) SAS IBERRT | BMC PSPVRRPTG 一 一 一 一 一 一 


DyALY (130) N £ D 








REF C motif 















BmALY (200) RNNP 一 一 一 KRGG 
AaREF (205) RSPR ----------—- RQG 
CqREF (226) RSPRSPR ———-SPG-RRQG 
AdREF (204) RSAR 一 一 一 一 一 一 KPV 
AtREF2 (184) GG QG R 
AtRFE1 (186) PWR --GG QG R 
ReREF (190) P -R—66-——— —DG-—-R 


GIRNQSNSGARGGNRR 一 一 一 国民 A K T Q K il Re HUN DE NR 
GGSS GAPRGBN-QARR CG QRETK I KDMK—— — —— 
;RGD GSSRG NSSQSNQRRG RETKT Ip —-——- 
SRVAGKPPA BR—- RP—- T bRBk-———-- 
GQQ-RGGGRBGGGRG GGGRÉR < 
GQ——RGGGR@GGGRG GGGR@F 























iTMRRPRGA SSDGRGF G-R G 
OsREF (205) KSAPRGGPAGLPQGRPRPR — SGGRRRGGGG GS 3RRBKERSQPKS —- BBRBDANDBEKBHADAMQTN ———— 
HmREF (194) SYQQNRR GSNR ot BEKGEL -一 一 一 
CeAlyl (168) RPAQR APKRQ NVKSGKPTGGA GAQKKLKAKKPKREAQPKK TL EBR— — — 
CeAly2 (176) KPINRK VANPPRRQNA AKPPV KKGKKPARE QKPPK TAEG SRSA———- ————-- 





GmREF (176) KPINRK CWANPERRANA AKPPV KKGKKPARE aud : Bs— —— 
SpREF (177) S 
HsALY (180) R 
MmREF1 -I (203) RG. 
MmREF1 -II (111) RGS 
MmREF2 (173) RG 
K 
HG 

















— SQ RGR cis loco: ] 











ScYralp (177) uem: bsp: SON KPKR —EKPAKK SL D Be 
SmREF (199) SGCF GGCL- IRRGTR GGSPÉ IRCRATSTNS KQH- LSVEQ M 
DmALY (209) PTSFK R-GÉK 
DyALY (209) SAPFK R-GGG 

























LRGGNRR E REGAGR--GKRPVP T 


BmALY (200) RNNP 一 一 -一 一 一 KRGG GIRNQSNSG | To VREIk 
AmALY 1193 TORP 一 一 一 QSRFR GNRG AGSIR@RGTGRR —— GRGSR— QATKTP TOOBIN NVREVk ——-—————- 
TcREF (184) ERKFQ SRRG AAPAK BRPNRGR — BcBRSFR—NQkkGP TRBEBDABBDAME T KEMK————— —— 





图 2 RNA Aiii t ATAS REI CALy/REF) 氨基 酸 序列 的 多 重 比 对 
Fig. 2 Multiple sequence alignment of RNA and export factor binding proteins ( Aly/ REF) 
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各 蛋白 的 来 源 及 在 GenBank 中 的 登录 号 分 别 如 下 The species ALY/REF proteins originated from and their GenBank accession numbers are as 
follows; BmALY:; ZÆ Bombyx mori, HQ005513. 1; DmAly: Æ JR S Drosophila melanogaster, NM, 143711. 2; DyAly: JEJE B RIẸ Drosophila 
yakuba, XM, 002096674.1; CeAlyl: 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans, NM, 069187. 3; CeAly2: 秀丽 隐 杆 线虫 C. elegans, NM. 069193. 2; 
MmREFI-I; 小 鼠 Mus musculus, U89876; MmREFI- II; /NBR M. musculus, AJ252140. 1; MmREF2; 小 鼠 M. musculus, ^AJ252141. 1; HsREF; 人 类 
Homo sapiens, AF047002. 1; AtREFI : 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana, AB015475. 1; AtREF2:; 拟 南 芥 4. thaliana, AY086704.1; ScYralp: 啤酒 酵母 
Saccharomyces cerevisiae, BK006938. 1; SmREF:; 裂 体 血吸虫 Schistosoma mansoni, XM, 002569523.1; TeREF : 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum, XM_ 
966505.1; AmALY: 意大利 蜜蜂 Apis mellifera, XM. 001121250. 1; GmREF:; W| 75 J& Glossina morsitans , EZ422599. 1; AaREF; IR RAP IX Aedes 
aegypti, XM. 001650329. 1; AdREF; ik [ i ] FÈ f x. Anopheles darlingi, ADMH01001867. 1; CqREF; 3&5 JEUX Culex quinquefasciatus, XM _ 
001849446.1; ReREF: # k Ricinus communis, XM. 002531329.1; HmREF:; X 3L3k7KUt Hydra magnipapillata, XM, 002155360. 1; OsREF: 7K£fü 
Oryza sativa, DP000009.2; SpREF:; 票 酒 裂 殖 酵母 Schizosaccharomyces pombe, AL110295. 下 图 同 The same below. JH][H] £X dE B2 H]TRJK D] 8G 3&2 , 
性 质 相 近 的 氨基 酸 用 浅 灰 阴影 表示 ，RBD domain 为 RNA 结合 结构 域 ，REF N-motif 和 REF C-motif 分 别 为 REF 和 蛋白 N、C 基 序 。Homologous 
amino acids are indicated with a dark gray shadow frame, and similar amino acids with light gray shadow. RBD domain is the RNA binding domain, and 


REF N-motif, and REF C-motif are the N terminal and C terminal motif in REF protein, respectively. 


99 r AAREF 

58 CqREF 
AaREF 

TcREF 

BmALY 

5l AmALY 
GmREF 

og DmALY 
100 L DyALY 

SmREF 

MmREF2 


MmREFI- Il 
47 


86 Ss MmREFI- I 
HsALY 
OsREF 
RcREF 
99 e 
71 AtREFI 


100 AtREF2 


HmREF 

CeALYI 
100 CeALY2 

ScYral 


65 SpREF 


一 -一 下 
0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 


图 3 邻接 法 构建 的 基于 RNA 和 输出 因子 结合 蛋白 (Aly/REF ) 保 守 结 构 域 氨基 酸 序列 的 分 子 进化 树 
Fig. 3 The phylogenetic tree of RNA and export factor binding proteins ( Aly/REF) conserved domain constructed 
by the Neighbor-joining method 


Aly/REF 家 族 在 进化 上 非常 保守 , 基于 氨基 酸 。 种 间 的 进化 关系 还 需 更 多 的 分 子 生 物 学 证 据 。 裂 体 
序列 的 分 子 进化 分 析 结 果 显示 , 昆虫 Aly/REF RA 血吸虫 与 哺乳 动物 虽然 相距 较 远 , 但 其 Aly/RETF 1H 
一 类 , 果 蝇 和 蚊 虽 然 在 进化 上 同属 于 双 计 上 日 , 但 其 一 类 , 推测 与 裂 体 血吸虫 能 在 哺乳 动物 寄生 有 关 。 
Aly/REF 却 不 在 同一 分 文 。 因 此 ，Aly/REF 在 各 物 
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图 4 ZÆ RNA 和 输出 因子 结合 重 白 (BmAly/REF) 的 
SDS-PAGE( A) 和 Western blotting( B) 分 析 
Fig. 4 SDS-PAGE (A) and Western blotting analysis ( B) 
of RNA and export factor binding proteins ( BmAly/ REF) 
M: 蛋白质 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1: 
Escherichia coli BL21; 2; 转化 pGS21a-BmALY Kj Transformed E. coli 
BI21 with pGS21a-BmALY. 浓缩 胶 、 分 离 胶 的 浓度 分 别 为 5% 和 
10% The concentrations of the stacking gel and the separating gel were 
5% and 10% , respectively. 1': 泳 道 1 的 Western blot 结果 The 
Western blot corresponding to lane 1; 2': 泳 道 2 的 Western blot 结果 
The Western blot corresponding to lane 2. 一 抗 为 鼠 抗 BmALY, 二 抗 为 
HRP 标记 羊 抗 鼠 IgG, The primary antibody was mouse anti-BmALY , 
and the secondary antibody was HRP-conjugated goat anti-mouse IgG. 


Fig. 5 Cellular localization of RNA and export factor 
binding proteins ( BmAly/ REF) 
A: 正常 光线 Ordinary light; B: DAPI 染色 DAPI-stained; C; FITC 染 
色 FITC-stained. 


Zhou 等 (2000) 研究 指出 Aly 是 在 核 - 质 之 间 穿 
梭 的 , 而 Stutz 等 (2000 ) 研究 指出 Aly 只 是 核 内 定 
位 , 不 在 核 质 间 和 穿梭 。 而 更 多 的 研究 表明 Aly 并 不 
通过 核 孔 , 不 在 核 质 间 穿 梭 ( Masuda et al., 2005; 
Kohler and Hurt, 2007 )。 通 过 在 线 软 件 


NLStradamus ( http://www. moseslab. csb. utoronto. 
ca/ NLStradamus/ ) 预测 分 析 ，BmAly/REF 在 16 ~ 55 
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图 6 基因 发 片 分 析 家 蛋 RNA 和 输出 因子 结合 蛋白 基因 Bmaly/ref 在 各 个 组 织 中 的 表达 
Fig. 6 The expression pattern of RNA and export factor binding protein gene Bmaly/ref in different tissues of 


Bombyx mori in microarray analysis 


不 同 颜 色 表 示 不 同 表达 水 平 , 分 值 越 高 代表 表达 量 越 高 。Different color indicates different expression level of BmALY gene, the higher score the 


higher expression level. 


和 203 ~ 235 区 域 含有 两 个 核定 位 信号 , 通过 
MultiLoc2 软件 (http://www-apb. informatik. uni- 
tuebingen. de/Services/ MultiLoc ) 预测 BmAly/REF 
的 亚 定 位 , 结果 显示 BmALy/REF 在 核 内 定位 的 几 
率 为 0.76。 人 免疫 灾 光 定位 实验 显示 ,BmAly/REF 


在 核 质 中 均 有 分 布 , 但 主要 定位 在 核 内 ,由 此 推测 
BmAly/ REF 有 可 能 在 核 - 质 之 间 和 穿梭。 

KWR RARER BmAly 可 能 在 RNA 的 核 输 
出 方面 发 挥 作用 , 但 其 具体 的 机 制 还 需 通 过 研究 
Tap EH BmAly/REF 的 相互 作用 ; 下 调 Bmaly/ 
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ref 表达 , poly(A) + mRNA 是 否 因此 沛 留 在 核 内 
等 获得 更 多 的 实验 证 据 。 
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